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(54) Title: METHOD FOR INHIBITING THE EXPRESSION OF A TARGET GENE AND MEDICAMENT FOR TREATING A 
TUMOR DISEASE 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HEMMUNG DER EXPRESSION FINES ZIELGENS UND MEDIKAMENT ZUR THE- 
RAPIE EHNER TUMORERKRANKUNG 

(57) Abstract: The invention relates to a method for inhibiting an expression of at least one target gene that impedes or prevents the 
apoptosis of a tumor cell, whereby at least one double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) is introduced into the tumor cell whose 
strand SI has a region, which is complementary to the target gene at least in areas and which is comprised of fewer than 25 consecutive 
nucleotides. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Hemmung einer die Apoptose einer Tumorzelle hemmenden 
oder verhindernden Expression mindestens eines Zielgens, wobei mindestens eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefuhrt wird, deren einer Strang SI einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren aus weniger 
als 25 aufeinanderfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 
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sinn-Oligonukleotiden ein Wachstum von Tumoren urn etwa 50 bis 
60% verringert werden konrite. Dazu war eine Behandlung mit 20 
mg Oligonukleotiden pro Kilogramm Korpergewicht und Tag er- 
forderlich. Durch diese groSe Menge erf orderlicher Oligonu- 
5 kleotide ist die Behandlung verhaltnismaSig teuer. Daruber 
hinaus konnen die eingesetzten einzelstrangigen Oligonukleo- 
tide schnell im Serum abgebaut werden. Die hohe Oligonukleo- 
tidmenge ist erf orderlich, weil ein Antisinn-Oligonukleotid 
letztendlich in einer Menge in Zielzellen eingebracht werden 
10 mu£, die mindestens genauso groS ist wie die Menge der dort 
vorhandenen mRNA.des Zielgens. Mit dem Verfahren wurde ledig- 
lich eine Verringerung des Wachs turns, nicht jedoch eine Riick- 
bildung der Tumor e erreicht. 

15 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
Verfahren und ein Medikament angegeben werden, mit dem die 
Vermehrung von Tumorzellen effektiv und kostengunstig gehemmt 
werden kann. 

20 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Ansprviche 1 und 13 
gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den An- 
spruche 2 bis 12 und 14 bis 26. 

25 Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Hemmung ei- 
ner die- Apoptose einer Tumorzelle hemmenden oder verhindern- 
den Expression mindestens eines Zielgens vorgesehen, wobei 
mindestens eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefiihrt wird, deren einer Strang SI einen 

3 0 zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementSren, aus we- 
. niger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehenden Be- 
reich aufweist. Unter dem "Zielgen" wird der DNA-Strang der 
doppelstrangigen DNA in der Tumorzelle verstanden, welcher 
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Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn zumin- 
dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 
Oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
5 weist. Eine solche dsRNA weist gegeniiber einer dsRNA ohne 
einzelstrangige Uberhange ail miridestens einem Ende eine bes- 
sere Wirksamkeit bei der Herranung der Expression des Zielgens 
auf. Ein Ende ist dabei ein Bereich der dsRNA, in welchem ein 
5'- lind ein 3 % -Strangehde vorliegen. Eine nur aus dem Strang 

1.0 SI bestehende dsRNA weist demnach eine Schleif enstruktur und 
nur ein Ende auf. Eine aus dem Strang Si und einem Strang S2 
gebildete dsRNA weist zwei Enden auf. Ein Ende wird dabei je- 
weils von einem auf dem Strang Si und einem auf dem Strang S2 
liegenden Strangende gebildet.. 

15 • 

Vorzugsweise befindet sich der einzelstrangige Uberhang am 
3' -Ende des Strangs SI. Diese Lokalisation des einzelstrangi- 
gen Uberhangs fuhrt zu einer weiteren Steigerung der Ef f izi- 
enz des Verfahrens. In einem Ausf iihrungsbei spiel weist die 

20 dsRNA. nur an einem, insbesondere dem am 3 ■ -Ende des Strangs 
SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang auf. Das 
andere Ende ist bei einer zwei Enden aufweisenden dsRNA 
glatt, d.h. ohne Uberhange, ausgeblldetl Eine solche dsRNA 
hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien als auch in 

2 5 Blutserum als besonders bestandig erwiesen. 

Der komplementare Bereich der dsRNA kann 19 bis 24, vorzugs- 
weise 21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweisen. Eine 
dsRNA mit dieser Struktur ist besonders effizient in der In- 
30 hibition des Zielgens. Der Strang SI der dsRNA kann weniger 
: als 30, vorzugsweise weniger als 25', besonders vorzugsweise 
21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Die Zahl dieser Nukleotide 
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Tumorzelle kann es sich urn eine Pankreaskarzinomzelle han- 
deln. Zum Einbringen der dsRNA in die Tumorzelle kann eine 
die dsRNA umschlie£ende micellare Struktur, vorzugsweise ein 
Liposom, Oder ein die dsRNA umschlieSendes Kapsid verwendet 
werden. Das Kapsid kann insbesondere ein virales natiirliches 
Kapsid oder ein auf chemischem oder eiizymatischem Weg herge- 
stelltes kunstliches Kapsid oder eine davon abgeleitete 
Struktur sein. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Medikament zur Therapie 
eirier Tumorerkrankung, das mindestens eine doppelstrangige 
Ribonukleinsaure (dsRNA) zur Hemmung einer Expression minde- 
stens eines Zielgens enthalt, wobei ein Strang SI der dsRNA 
einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren 
aus weniger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehen-* 
den Bereich aufweist. Das Zielgen ist dabei ein Gen, dessen 
Expression eine Apoptose von Tumorzellen '.hemmt .. .oder. verhin- 
dert. Das. Medikament ist so zu dosieren, daS die Hemmung der 
Expression mindestens eines Zielgens erreicht .werden kann. 
Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daS ein solches Medika- 
ment dazu sehr niedrig dosiert eingesetzt werden kann. Eine 
Dosierung von 5 mg dsRNA pro Kilogramm Korpergewicht und Tag 
. sind ausreichend, um in den Tumorzellen eine Hemmung oder 
vollstandige Unterdruckung der Expression des Zielgens zu er- 
reichen. Bei einer solch niedrigen Dosierung werden Nebenwir- 
kungen weitgehend ausgeschlossen. 

Vorzugsweise weist zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 
bis 4, insbesondere 2. oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel- 
strangigen Overhang auf. Der einzelstrangige Uberhang kann 
sich am 3 1 -Ende des Strangs SI befiriden. Besonders bevorzugt 
weist die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 x -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen eirizelstrangigen Uberhang 
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zugsweise einem Liposom, oder einem Kapsid umschlossen vor- 
liegen. Eine micellare Struktur oder ein Kapsid kann die Auf- 
nahme der dsRNA in die Tumorzellen erleichtern. Das Medika- 
ment kann eine Zubereitung aufweisen, die zur Inhalation, 
5 oralen Aufnahme oder Injektion, insbesondere zur intravenosen 
oder intraperitonealen Injektibn oder zur Injektion direkt in 
ein Tumorgewebe, geeignet ist. Eine zur Inhalation oder In- 
jektion geeignete Zubereitung kann im einfachsten Fall aus 
einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere einer 

10 phosphatgepuf f erten Salzlosung, und der dsRNA bestehen. Es 
hat sich namlich uberraschenderweise herausgestellt , dafi eine 
lediglich in einem solchen Puffer gelost dsRNA von den Tumor- 
zellen aufgenonimen wird und die Expression des Zielgens 
hemmt, ohne daS die dsRNA . dazu in ein besonderes Vehikel ver- 

15 packt werden mu£. . 

Nachfolgend werden anhand der Figuren Beispiele "der Erfindung 
erlautert. Es zeigen: 

20 Fig. .1 die prozentuale Apoptoserate von humanen Pankreas- 
karzinomzellen YAP C 120 Stunden nach Transfektion 
mit einer zu einer ersten Sequenz aus dem humanen 
Bel -2 -Gen komplementaren dsRNA i, 

25 Fig. 2 die prozentuale Apoptoserate der YAP C-Zellen 120 
Stunden nach Transfektion mit einer zu einer zwei- 
ten Sequenz aus dem humanen Bcl-2-Gen komplementa- 
ren dsRNA 2 und 

30 Fig. 3 die prozentuale Apoptoserate von YAP C-Zellen 120 
Stunden nach Transfektion mit einer zu 'einer Se- 
quenz aus dem Noemycin-Resistenzgen komplementaren 
dsRNA 3. 
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Die Trans fektionen wurden in einer 6-Well-Platte mit Oligo- 
fectamine (Fa, Invitrogen, Karlsruhe) durchgef iihrt . Pro Well 
wurden 250.000 Zellen ausgesetzt. Die Transfektion der dop- 
pelstrangigen Oligoribonukleotide wurde nach dem von Invitro- 
5 gen fur Oligof ectamine empfohlenen Protokoll durchgefuhrt 
(Angaben beziehen sich auf 1 Well einer 6-Well-Platte) : 

10 \ll des doppelstrangigen Oligoribonukleotids (0,1 - 10 |iM) 
wurden mit 175 \il Zellkulturmedium ohne Zusatze verdiinnt. 3 

10 Kll 01 i go fectamine wurden mit 12 *il Zellkulturmedium ohne Zu- 
satze verdiinnt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Das so verdiinnt e Oligof ectamine wurde zu den bereits verdunn- 
ten doppelstrangigen Oligoribonukleotiden gegeben, gemischt 
und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit^ 

15 wurden die zu trans fizierenden Zellen einmal mit Zellkultur- 
medium ohne Zusatze gewaschen und 800 *il frisches Zellkultur- 
medium zugegeben. Danach wurden pro Well 200 \ll des beschrie- 
benen Oligof ectamine-dsRNA-Gemisches zugegeben, so daS das 
Endvolumen fur die Transfektion 1000 jxl betrug. Hierdurch er- 

20 gibt sich eine Endkonzentration der doppelstrangigen Oligori- 
bonukleotide von 1-100 Der Transf ektionsansatz wurde vier 
Stunden bei 37°C bebriitet. Danach wurden pro Well 500 jxl 
Zellkulturmedium mit 3 0% FKS zugegeben, so daS die Endkonzen- 
tration an FKS 10% betrug.. Dieser Ansatz wurde fur 120 Stun- 

25 den bei 37°C inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden die Uberstande gesammelt, die Zel- 
len mit phosphatgepuff erter Salzlosung (PBS ) gewaschen, mit- 
tels Trypsin abgelost und 10 Minuten mit 100 g zentrif ugiert . 
. 30- Der Uberstand wurde ' verwor fen und das Pellet mit hypotoner 
Propidiumjodidlosung 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert . 
Die Analyse erfolgte durchf luSzytometrisch in dem Fluores- 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Hemmung einer die Apoptose einer Tumorzelle 
hemmenden oder verhindernden Expression mindestens eines 
5 Zielgens, wobei mindestens eine doppelstrangige Ribonu- 

kleinsaure (dsRNA) in die Tumorzelle eingefuhrt wird, de- 
ren einer Strang Si einen zum Zielgen zumindest ab- 
schnittsweise komplementaren aus weniger als 25 aufeinan- 
derfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 

10 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4. insbesondere 2 Oder 3, Nukleoti- 
den gebildeten einzelstrangigen Uberhang aufweist. 

.3. verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprxiche , wobei 
sich der einzelstrangige Uberhang am 3 ' -Ende des Strangs- 
15 SI befindet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

20 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der komplementare Bereich der dsRNA 19 bis 24, bevorzugt 
21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 

25 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide auf- 

weist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
mindestens ein Ende der dsRNA modifiziert wird, urn einem 
Abbau in der Tumorzelle oder einer Dissoziation entgegen- 

30 zuwirken. 
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14. Medikament nach Anspruch 13, wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleoti- 
den gebildeten einzelstrangigen Uberhang aufweist. 

15. Medikament nach Anspruch 13 oder 14, wobei sich der ein- 
5 zelstrangige Uberhang am 3 ■ -Ende des Strangs SI befindet. 

16. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 15, wobei die 
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

10 17. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 16, wobei der 
komplementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 21 bis 23, 
insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

18. Medikament nach einem. der Anspruche 13 bis 17, wobei der 
Strang Si weniger als 30, yorzugsweise weniger als 25, 

15 besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

19 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 18, wobei min- 
destens ein Ende der dsRNA modifiziert ist, urn einem Ab- 

. bau in den Tumorzellen oder einer Dissoziation entgegen- 
zuwirken . 

20 20. Medikament nach einem der Anspruche. 13 bis 19, wobei der 
durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, wei- 
tere chemische Verkniipfung/en erhdht ist. 

21. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 20, wobei das 
25 Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesonde- 

re Bcl-2, Bcl-w Oder Bcl-xL, ist oder sowohl Bcl-2 als 
auch Bcl-xL Zielgene sirid. 
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Fig. 3 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang' einer' zu einer Sequenz des humanen 
Bcl-2-Gens komplementaren dsRNA. 

<400> 4 

ggccguacag uuccacaaag gcau 24 

<210> 5 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des Neomycin-Resistenzgens 
komplementaren dsRNA 

<400> 5 

caaggaugag gaucguuucg ca 22 



25 <210> 6 
<211> 23 
<212>.RNA 

<213> Kunstliche Sequenz . 
30 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des 
Neomycin-Resistenzgens komplementaren dsRNA 

35 <400> 6 

gcgaaacgau ccucauccug ucu .23 
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(54) Title: METHOD FOR INHIBITING THE EXPRESSION OF A TARGET GENE AND MEDICAMENT FOR TREATING A 
TUMOR DISEASE 

«<J (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HEMMUNG DER EXPRESSION EINES ZEELGENS UND MEDIKAMENT ZUR THE- 
RAPIE EINER TUMORERKRANKUNG 

(57) Abstract: The invention relates to a method for inhibiting an expression of at least one target gene that impedes or prevents the 
1/^ apoptosis of a tumor cell, whereby at least one double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) is introduced into the tumor cell whose 
l/^ strand S 1 has a region, which is complementary to the target gene at least in areas and which is comprised of fewer than 25 consecutive 
5^ nucleotides. 

(57) Zusammenfassung: Die Erflndung betrifft ein Verfahren zur Hemmung einer die Apoptose einer Tumorzelle hemmenden 
oder verhindemden Expression mindestens eines Zielgens, wobei mindestens eine doppelstrarigige Ribonukleinsaure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefuhrt wird, deren einer Strang SI einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren aus weriiger 
^ als 25 aufeinanderfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 
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